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摘要 
2009 以来，随着受体相互作用蛋白 3（RIP3）介导细胞坏死信号通路的发现，跟 RIP3 相
关的功能研究逐渐成为细胞生物学领域的研究热点。我们最近的研究发现 RIP3 能够显著促进
I 型干扰素的分泌，特别是促进双链 DNA（dsDNA）诱导的 I 型干扰素的分泌。然而，RIP3
是否参与调控 DNA 病毒诱导的 I型干扰素的产生，并且 RIP3 是如何促进 I 型干扰素的分泌的，
目前还不清楚。本项目拟通过利用CRISPR-Cas9介导的基因敲除技术构建RIP3敲除的细胞系，
探讨 RIP3 在 dsDNA 和 DNA 病毒诱导的 I 型干扰素产生中的作用。我们还将进一步利用免疫
沉淀（IP）和质谱联用的方法寻找 RIP3 的靶向分子，确定 RIP3 促进 I 型干扰素分泌的潜在分
子机制。通过本项目的研究，我们将揭示 RIP3 除细胞坏死外的又一重要生理功能。 
 














Receptor-interacting protein 3 has been reported to be a critical molecular in necroptosis, a 
form of programmed necrosis, in 2009. From then on, RIP3-related research has became a hot spot 
in cell biology area. In our recent study, we found that RIP3 plays a critical role in promoting type I 
interferons (IFNs) production, especially in double-standed DNA (dsDNA) induced IFNs production. 
However, whether RIP3 is involed in DNA virus induced IFNs production and how RIP3 acts to 
promote IFNs production are still unknown. In our funding, we will take advantage of 
CRISPR-Cas9 mediated gene editing technique to generate RIP3 knock-out cell line, and study 
RIP3’s function in dsDNA and DNA virus induced IFNs production. Furthermore, we will combine 
immunoprecipitation and mass spectrum analysis to indentify RIP3-targeted protein(s), looking 
forward to unveiling the underlying molecular mechanism of RIP3’s promotion effect on IFNs 
production. This work will lead to a beter understanding of RIP3’s another important physiological 
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1.1 受体相互作用蛋白 3（RIP3） 
RIP3 是属于受体相互作用蛋白家族（receptor-interacting protein family，RIPs）
的一员。受体相互作用蛋白家族是一类具有特异性的丝氨酸（Serine）/苏氨酸
（Threonine）激酶活性的蛋白。据报道，目前已知的 RIP 家族成员除了 RIP3 外
主要还包括：RIP1、RIP2、RIP4、RIP6 和 RIP7，其中了解较详细的主要是 RIP1、




RIP3 含有一个 C 端 RHIM 结构域，通过该结构域 RIP3 可以和 RIP1 相互作
用；同时还含有一个 N 端的激酶结构，其激酶活性位点是：第 50 位赖氨酸（人
源）/第 51 赖氨酸（鼠源）。RIP3 的 RHIM 结构域和激酶活性是其发挥相关功能
所必需的 1。如图 1，对比显示了 RIP1 和 RIP3 的结构。 
 
图 1 人源 RIP1 和 RIP3 的结构 1（引自 Peter Vandenabeele，2010） 
 
 2009 年，Jiahuai Han、Xiaodong Wang 和 Francis Ka-Ming Chan 三个研究小
组分别独立报道了 RIP3 是调控细胞坏死的关键蛋白 2-4。在某些死亡刺激信号
（如：TNF-α 等）等刺激下，细胞会通过 Caspase 非依赖性的信号通路走向死亡，
我们称之为细胞坏死（necrosis or necrotopsis）。以 TNF-α 诱导的细胞坏死为例，















体 TNFR1 对其进行识别而被激活，并通过其胞内结构域募集 TRADD、RIP1、
cIAPs 和 TRAF 等形成复合体 I（complex I）。其中复合体 I 上 RIP1 的 K63 泛素
化链是由 cIAPs 泛素连接酶介导生成的，该泛素化链是 RIP1 介导激活下游的
NF-κB 和 MAPKs 所必需的。当 RIP1 上的 K63 泛素化链被去泛素化酶 CYLD 去
除或者 cIAPs 蛋白被抑制后，RIP1 从复合体 I 上脱离下来并形成新的复合体 II
（complex II）。复合体 II 主要包括 RIP1、FADD、Caspase-8 和 TRADD。Caspase 
8 可以激活下游的 Caspase -3/7 等，进而引起细胞凋亡。由于复合体 II 可以导致
Caspase 8 依赖的细胞凋亡，复合体 II 也被称为死亡引发信号复合体（death 
initiating signaling complex, DISC）。另外，cFLIPL可以抑制 caspase-8 并抑制其诱
导的细胞凋亡。在 RIP3 高表达的细胞中，复合体 II 会进一步募集 RIP3 并形成
新的复合体 IIb（complex IIb）。相对的，原先不含 RIP3 的复合体 II 即称为复合
体 IIa（complex IIa）。在 cFLIPL存在的情况下，caspase-8 受抑制而无法启动细
胞凋亡，同时它能通过剪切 RIP1 和 RIP3 抑制细胞坏死。在 FADD/ caspase-8 缺



















图 2 RIP3 介导的细胞坏死 5（引自 Francis Ka-Ming Chan，2014） 
 
1.2 I 型干扰素简介 
I 型干扰素是 1957 年由 Isaacs 等人首次发现的。他们发现用失活的、无复制
能力的病毒感染之后能产生一种可溶的因子，并且该因子可以进一步控制活病毒
对细胞的感染。他们即将这种因子命名为 Interferon（干扰素）6,7。干扰素可分为
I 型、II 型、III 型，是属于 α 螺旋螺旋形细胞因子家族的成员。II 型干扰素主要
是 IFN-γ，III 型干扰素主要包括 IFN-λ1、IFN-λ2 和 IFN-λ3（也称为 IL-29、IL-28A
和 IL-28B）。而 I 型干扰素包含许多的成员，有：IFN-α、IFN-β、IFN-ε、IFN-κ、
















的角度来看，IFN-α 和 IFN-β 是我们主要感兴趣的。IFN-α 主要在天然免疫细胞
如巨噬细胞和树突状细胞中表达，而 IFN-β 在免疫细胞和组织特异性细胞中都可
表达。IFN-β 仅由一个基因编码，然而人和鼠中均含有多于 20 个的 IFN-α 编码
基因，可以表达 13 个有功能的多肽。虽然为什么机体需要这么多 IFN-α 亚型的
原因我们还不完全知道，然而有证据显示它们有着不同的功能 8。 
 I 型干扰素主要是宿主细胞的模式识别受体（PRRs）通过识别病原体上的
PAMPs（Pathogen Associated Molecular Pattern）而诱导产生的，是宿主细胞抵抗
病毒感染的重要武器。宿主细胞中识别病毒病原体的 PRRs 大概可以分为三类：
（1）细胞表面和核内体中的 Toll 样受体（Toll like receptor）；（2）细胞质中识别
病原体 RNA 的受体；（3）细胞质中识别病原体 DNA 的受体。 
1.3 RIG-I 和 cGAS 介导的 I 型干扰素的分泌 
 RIG-I 和 cGAS 是宿主细胞识别胞内病毒的主要模式识别受体。它们介导的 I
型干扰素产生的信号通路是当今生命科学研究领域的热点。 
 RIG-I (retinoic acid-inducible gene I) 主要识别入侵胞内的RNA病毒，如SeV，
仙台病毒；NDV，新城鸡瘟病毒等。入侵胞内的 RNA 病毒，在其增殖过程中会
将其 RNA 暴露于细胞质中，RIG-I 通过识别胞内的 dsRNA（双链 RNA）激活 I
型干扰素的产生，从而达到了抵抗病毒感染的目的。其信号传导过程大致如下 9.：
RIG-I 识别胞内的 dsRNA 后被激活，募集下游的核心接头蛋白 MAVS（也叫做
VISA、CARDIF 或者 IPS-1）。MAVS 进一步募集下游的 TBK1，TBK1 发生自磷
酸化被激活；活化的 TBK1 进一步磷酸化下游的 IRF3，使其发生二聚化，并转
运到细胞核中，促进 I 型干扰素 mRNA 的转录。 
 cGAS（cGAMP synthase，cGAMP 合成酶），隶属于核苷酸转移酶家族中的
一员，是最近由美国西南医学研究中心 Zhijian J. Chen 教授课题组报道的细胞质
DNA 受体 10。该课题组利用体外生化系统发现并阐明了 cGAMP 是细胞中介导
细胞质 DNA 诱导的先天免疫信号的重要第二信使分子。而 cGAS 正是识别细胞
质 DNA 的受体并能进一步催化 ATP 和 GTP 合成 cGAMP，然后通过和 STING
的结合进一步激活下游 I 型干扰素的产生 10,11。cGAS 介导的 I 型干扰素产生的信















所识别，cGAS 在结合 dsDNA 后因发生构象改变而被活化，并进一步催化产生
第二信使 cGAMP；cGAPM 同胞质中的接头分子 STING 结合，导致 STING 发生
二聚化被激活 13；活化的STING作为一个支架蛋白募集细胞质中的TBK1和 IRF3
到他的 C 端，TBK1 在被募集到 STING 上后通过磷酸化自身 172 位丝氨酸
（Ser172）而被激活，活化的 TBK1 进而在多个位点磷酸 STING 从而增强了
STING 和 IRF3 的亲和力，进而促进 TBK1 对 IRF3 第 396 位丝氨酸（Ser396）
的磷酸化而激活 IRF3 ，促使其发生二聚化并进一步转运到细胞核中诱导 I 型干
扰素的表达 14。 
 
 图 3 cGAS 介导的 I 型干扰素的产生 12（引自 Zhijian J. Chen，2014） 
1.4 立项背景 
近几年来，随着 RIP3 调控细胞坏死功能的阐明，跟 RIP3 相关功能的研究已
经成为了应激细胞生物学领域的研究热点。越来越多的报道表明 RIP3 在机体的
许多生理功能上发挥着重要的调控作用，比如动脉粥样硬化、胰腺炎、抗 HSV-1、
抗 VACV、抗 MCMV 等 2,3,15-19。其中特别引起我们注意的是 RIP3 在抗病毒方面
的功能。 















RIP3 能够通过识别 I 型单纯疱疹病毒（HSV-1）的病毒蛋白 ICP6，从而启动细
胞坏死，以达到清除 HSV-1 感染的目的 17。此外，根据 2009 年 YoungSik Cho
等的报道 2，在 RIP3 敲除型小鼠中，VACV（vaccinia virus，牛痘病毒）的感染
水平大幅度上升，从而导致受 VACV 感染的小鼠存活率显著下降；Jason W. Upton
等人也发现了 RIP3 在控制 MCMV（murine cytomegalovirus，鼠巨细胞病毒）感




垒。那么，RIP3 是否能通过调节先天免疫反应（如调控 I 型干扰素的产生等）
来参与抗宿主病毒的过程呢？这是目前科学界还尚未知晓的一个迷团。 
我们的初步研究显示，RIP3 能够促进 STING 而非 MAVS 介导的 I 型干扰素
的产生。因此，我们猜想：除了介导细胞坏死的功能外，RIP3 很有可能通过调
节先天免疫信号来直接发挥其抗病毒的功能。然而，目前尚没有 RIP3 直接参与




除病毒的目的？研究 RIP3 在先天免疫反应中的作用，将为我们展示 RIP3 除介
导细胞坏死外的又一重要生理功能。 
2. 研究内容和结果 
2.1 过量表达 RIP3 增强 STING 而非 MAVS 介导的 I 型干扰素信号
通路的激活 
 为了探究 RIP3 在先天免疫反应中的作用，我们首先利用 IFN-β 荧光素酶报
告系统检测 RIP3 过表达对 IFN-β 的影响。如图 5A 所示，在 HEK293T 细胞中按
一定剂量梯度过表达 RIP3 后 IFN-β Luciferase 的诱导水平显著上升了，这一实验
结果说明在 RIP3 过表达的情况下对 IFN-β 的诱导有明显的促进作用。 
















子的表达质粒 MAVS 和 STING。通过在 HEK293T 中的共表达实验（图 5B）可
知，RIP3 过表达的情况下显著促进了 STING 介导的 IFN-β Luciferase 的激活，
然而对 MAVS 介导的 IFN-β Luciferase 的激活并没有影响。MAVS、STING 和 RIP3
各蛋白的表达量如图 5C 所示。为了进一步确认 RIP3 对 STING 介导的 IFN-β 激
活的促进作用并不是所使用的荧光素酶报告系统所带来的人工假象，我们又采用
实时定量 PCR 技术（Q-PCR）分别检测了 RIP3 分别与 STING 和 MAVS 共表达
的情况下，IFN-β mRNA 及其下游的 CCL5 和 CXCL10 mRNA 的诱导水平。如图
5D-F所示，RIP3过表达明显地促进了STING介导的 IFN-β mRNA及其下游CCL5
和 CXCL10 mRNA 的激活，却对 MAVS 介导的 IFN-β mRNA 的激活没有显著影
响，此结果同前面采用 IFN-β 荧光素酶报告系统的结果相一致。以上结果表明，
RIP3 过表达可以显著促进 IFN-β 的分泌，并且该促进作用是 STING 而非 MAVS
所依赖的。因为 STING 是介导 dsDNA 激活 I 型干扰素的核心蛋白，因此我们猜
















图 5 过量表达 RIP3 增强 STING 而非 MAVS 介导的 I 型干扰素信号通路的激活 
  
2.2 RIP3缺失导致 dsDNA而非 dsRNA刺激下 I型干扰素信号通路的
激活受阻 
 为了确认内源 RIP3 在 I 型干扰素产生中的作用，我们首先利用 shRNA 介导
的基因沉默手段，构建了 RIP3 缺陷表达的细胞株（图 6B）。我们对该细胞株进
行了 ISD（dsDNA）脂质体 2000 转染处理，转染 9 小时后，收集细胞，提 RNA，
逆转录后进一步用 Q-PCR 分析 IFN-β、CCL5 和 CXCL10 mRNA 的诱导水平。

















图 6 RIP3 缺失导致 dsDNA 而非 dsRNA 刺激下 I 型干扰素信号通路的激活受阻 
 
 我们进一步利用 CRISPR-Cas9 介导的基因敲除技术构建了 RIP3 敲除的细胞系（图 6C）。
利用该细胞系，我们分别用 ISD 和 dsVACV（dsDNA）对其进行一定时间梯度的转染处理，
收细胞进行 Q-PCR 检测其 IFN-β、CCL5 和 CXCL10 mRNA 的诱导水平。如图 6D&E 所示，
RIP3 敲除显著抑制了 ISD 和 dsVACV 等双链 DNA 刺激物诱导的 IFN-β 的分泌。该结果同
采用 shRNA 技术所获得的实验结果相一致。此外，我同时检测了 RIP3 敲除对双链 RNA（Poly 
I:C）刺激诱导的 IFN-β 信号通路激活的影响。如图 6F 所示，RIP3 敲除并不影响 Poly（I:C）
诱导的 IFN-β 的激活。以上结果表明：RIP3 缺失特异性影响了双链 DNA 而非双链 RNA















2.3 RIP3 缺失抑制 ISD 和 HSV-1 诱导的 TBK1 和 IRF3 的激活 
 我们知道TBK1和 IRF3是 I型干扰素激活信号通路上的核心蛋白，其中TBK1
丝氨酸 172 位和 IRF3 丝氨酸 396 特异性的磷酸化水平是 I 型干扰素信号通路激
活程度的重要指标。我们从 Cell Signaling 公司购买了 TBK1 S172 和 IRF3 S396
特异性的磷酸化抗体，检测 RIP3 缺陷的细胞对 ISD 刺激所诱导的 TBK1 和 IRF3
磷酸化水平的影响。如图 7A 所示，RIP3 的缺陷显著影响了 ISD 诱导的 TBK1
和 IRF3 的磷酸化，进一步证明了 RIP3 在双链 DNA 诱导的 I 型干扰素信号通路
中的作用。 
 
图 7 RIP3 缺失抑制 ISD 和 HSV-1 刺激下 TBK1 和 IRF3 的激活却不影响 MAPK
和 NF-κB 的激活 
 
我们紧接着又利用双链 DNA 病毒（HSV-1）对 RIP3 缺陷的细胞进行一定时
间梯度的处理，分别检测 TBK1、IRF3 的磷酸化水平，以及丝裂原活化蛋白激酶
(Mitogen-activated Protein Kinase，MAPK)和 NF-κB 的激活水平。如图 7B&C 所
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